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Abstrak 
Osteoporosis adalah kondisi penurunan kepadatan mineral tulang dan berisiko patah tulang yang 
disebabkan oleh defisiensi estrogen. Fitoestrogen adalah senyawa pada tanaman yang memiliki 
kemampuan berikatan dengan reseptor estrogen untuk menggantikan fungsi estrogen. Daun M. 
crenata Presl. diketahui mengandung senyawa fitoestrogen. Tujuan penelitian ini adalah untuk 
membuktikan ekstrak etanol 96% daun M. crenata Presl. dapat meningkatkan jumlah sel osteoblas 
tulang trabekular femur dan vertebra pada mencit yang mengalami osteoporosis. Penelitian ini 
dilakukan dengan pemberian  ekstrak etanol 96% daun M. crenata Presl. dosis 1,2; 2,4; 4,8; dan 9,6/20 
g BB mencit/hari. Analisis dilakukan dengan cara pemeriksaan histomorfometri menggunakan 
pewarnaan HE, dan pengamatan sel osteoblas menggunakan mikroskop cahaya Olympus dengan 
software optilab.  Data dianalisis menggunakan metode one way ANOVA. Hasil yang didapat yaitu 
kelompok PIV dengan dosis 9,6/20g BB mencit/hari dapat meningkatkan jumlah rerata sel osteoblas 
dengan nilai tertinggi yaitu 224,60 pada tulang trabekular femur dan 540,11  pada trabekular 
vertebra. Nilai perhitungan ED50 ekstrak etanol 96% daun M. crenata Presl. yaitu 1,908 mg pada tulang 
trabekular femur dan  2,878  mg pada tulang trabekular vertebra.  
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Osteoporosis is a condition of decreased bone mineral density and risk of fractures caused by estrogen 
deficiency. Phytoestrogens are compounds in plants that have the ability to bind to estrogen receptors 
to replace estrogen function. M. crenata Presl. known to contain phytoestrogen compounds. The 
purpose of this study was to prove 96% ethanol extract of M. crenata Presl. leaves can increase the 
number of osteoblast cells of the trabecular bone of the femur and vertebra in mice with osteoporosis. 
This research was conducted by administering 96% ethanol extract of M. crenata Presl leaves. dose 
1,2; 2,4; 4,8; and 9.6 / 20 g mice BW/day. The analysis was carried out by means of histomorphometric 
examination using HE staining, and observation of osteoblasts using an Olympus light microscope 
with optilab software. Data were analyzed using the one-way ANOVA method. The results obtained 
were that the PIV group with a dose of 9.6 / 20g mice BW/day could increase the mean number of 
osteoblasts with the highest value, 224.60 in the trabecular femur and 540.11 in the trabecular 
vertebrae. ED50 value of 96% ethanol extract of M. crenata Presl. 1.908 mg in the trabecular femur 
and 2.878 mg in the trabecular vertebrae. 
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Osteoporosis adalah kondisi dimana 
terjadi penurunan kepadatan mineral tulang 
dan kerusakan komponen mikro tulang, yang 
dapat meningkatkan resiko patah tulang [1,2]. 
Menurut International Osteoporosis Foundation 
(IOF) peningkatan secara signifikan pada 
wanita yang mengalami resiko patah tulang 
akibat osteoporosis lebih tinggi dibandingkan 
dengan laki-laki dan biasa dialami pada usia 
lebih dari 50 tahun [3]. 
Ketidakseimbangan proses remodeling 
tulang karena defisiensi estrogen dapat 
meningkatkan resorpsi tulang sehingga terjadi 
penurunan kepadatan mineral tulang yang 
berlanjut pada osteoporosis [4]. Terapi sulih 
hormon (TSH) merupakan pilihan pertama 
untuk mengatasi ketidakseimbangan antara 
proses resorpsi dan formasi pada tulang. Akan 
tetapi penggunaan secara terus-menerus 
menyebabkan efek samping yang tidak 
diinginkan seperti venous thromboebolism, 
coronary event, stroke, demensia, endometrium 
dan kanker payudara [5,6,7,8]. 
Fitoestrogen adalah senyawa pada 
tanaman yang memiliki kemampuan berikatan 
dengan reseptor estrogen untuk menggantikan 
fungsi estrogen. Senyawa golongan fitoestrogen 
dilaporkan mudah diperoleh serta memiliki 
efek samping yang minimal, dan dapat 
meningkatkan kepadatan tulang [9,10,11,12], 
sehingga sangat potensial untuk mencegah 
osteoporosis [12].  
Marsilea crenata Presl. (M. crenata Presl.) 
dikenal oleh masyarakat khususnya di  
Surabaya, Jawa Timur sebagai makanan khas 
dan diketahui mempunyai kandungan 
fitoestrogen yang bermanfaat untuk 
pengobatan [13,14]. Hasil penelitian Laswati 
(2011) menunjukkan ekstrak etanol 96% daun 
M. crenata Presl. secara in vivo mampu 
menghambat osteoporosis pada mencit betina. 
Penelitian in silico pada daun M. crenata Presl. 
diketahui memiliki kandungan senyawa agonis 
terhadap estrogen receptor-β, ekstrak n-
heksana dan fraksi hasil pemisahan daun M. 
crenata Presl. diketahui secara in vitro mampu 
meningkatkan proses proliferasi serta 
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diferensiasi dari sel preosteoblas MC3T3-E1 
[15]. 
Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui 
ekstrak etanol 96% daun M. crenata Presl. dapat 
meningkatkan jumlah dari sel osteoblas tulang 
trabekular femur dan vertebra pada mencit 
yang mengalami osteoporosis setelah 
pemberian deksametason. Peningkatan jumlah 
sel osteoblas diketahui dengan melakukan 
pemeriksaan histomorfometri menggunakan 
pewarnaan hematoksilin eosin (HE) terhadap 
tulang trabekular vertebra dan femur mencit 
jantan. 
 
2 Metode Penelitian  
2.1 Alat dan Bahan 
M. crenata Presl. dari daerah Benowo, 
Surabaya, Indonesia, dan teridentifikasi dengan 
spesimen 1a-17b-18a-1 di UPT Materia Medica, 
Batu, Indonesia, Daun tanaman dipreparasi 
untuk mendapatkan serbuk kering M. crenata 
Presl. Bahan kimia dan reagen yang digunakan 
merupakan analytical grade. Etanol 96% 
diperoleh dari Merck. Aquades, alendronat, 
ammonia, asam klorida, asam asetat, asam 
nitrat 3%, asam formiat 10%, cat pembanding 
eosin, cat harris hematoksilin, CMC-Na 0,5%, 
deksametason, formalin 10%, gliserin, 
kloroform, paraffin, xylol.  
2.2 Prosedur Ekstrak  
Serbuk daun M. crenata Presl. sebanyak 30 
mg diekstraksi dengan etanol 96% sebanyak 
500ml menggunakan metode Ultrasonic Assisted 
Extraction (UAE) selama 2 menit dengan 
replikasi 3 kali secara berulang. Filtrat 
kemudian dipisahkan dan diuapkan 
menggunakan rotary evaporator Heidolph Hei-
VAP ML/G3. Ekstrak disiapkan untuk 
menghasilkan suspensi ekstrak dalam air 
dengan dosis 1,2; 2,4; 4,8; dan 9,6/20 g BB 
mencit/hari. 
2.3 Prosedur In Vivo 
Penelitian ini merupakan penelitian 
eksperimental laboratorik dengan rancangan 
true experiment post-test only control group 
design dengan kode etik 020/EC/KEPK-
FKIK/2018. Mencit diberi deksametason 
peroral sebanyak 0,0029 mg/20BW 
mencit/hari [14]. Setiap kelompok diberi 
perlakuan sampel dengan dosis 1,2; 2,4; 4,8; dan 
9,6/20 g BB mencit/hari, dan kontrol positif 
yaitu alendronat sebanyak 0,026 mg/20 BB 
[14]. Pemberian dilakukan selama 28 hari, 
kemudian dikelompokkan sesuai kelompok 
perlakuan. Kelompok pertama adalah 
pemberian suspensi alendronate sebagai 
kontrol positif, kedua yaitu pemberian suspensi 
CMC-Na sebagai kelompok kontrol negatif dan 
kelompok dosis ekstrak etanol M. crenata Presl. 
(1.2; 2.4; 4.8 dan 9.6 mg/20 g BB mencit). 
Preparat histologi jaringan dilakukan 
menggunakan metode pengamatan 
histomorfometri dengan menggunakan cat HE 
yang kemudian diamati menggunakan 
mikroskop cahaya dan diambil gambarnya 
menggunakan kamera optilab dan software 
optilab, yang kemudian dianalisis menggunakan 
metode one way ANOVA. 
 
3 Hasil dan Pembahasan 
Pengamatan aktivitas ekstrak etanol 96% 
M. crenata Presl. dalam meningkatkan jumlah 
dari sel osteoblas pada tulang trabekular femur 
dan vertebra mencit jantan yang diberi 
deksametason peroral untuk membuat model 
penelitian osteoporosis. Deksametason adalah 
zat sintetis dari kelompok kortikosteroid yang 
memiliki kandungan glukokortikoid yang tinggi 
[16,17]. Glukokortikoid memiliki sifat agonis 
terhadap reseptor estrogen dan berstruktur inti 
sama dengan estrogen yaitu steroid, yang 
mampu berikatan dengan reseptor estrogen 
(ER) dan diproduksi oleh mRNA 
sulfotransferase yang dapat menyebabkan 
defisiensi estrogen [18]. Penggunaan 
glukokortikoid dalam waktu lama 
menyebabkan pembentukan tulang terhambat 
[18,19]. Mencit yang bentuk tulangnya terlihat 
membungkuk atau kifosis merupakan pertanda 
dalam keadaan osteoporosis [18,20,21,22] 
Gambar 1.  
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Gambar 2. Grafik jumlah sel osteoblas pada tulang trabekular mencit (*: signifikan terhadap kontrol negatif, **: signifikan 
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Mencit yang telah diberi deksametason (28 
hari) dan mengalami osteoporosis 
dikelompokkan. Kelompok I yaitu kelompok 
kontrol positif (alendronat 0,38 ml suspensi per 
oral dosis 0,026 mg/20g BB mencit per hari). 
Kelompok II yaitu kelompok kontrol negatif 
(suspesnsi CMC-Na). Kelompok perlakuan yaitu 
mencit osteoporosis yang diberi ekstrak daun 
M. crenata Presl. dengan dosis  PI yaitu 1.2 
mg/20 g BB mencit ; PII; 2.4 mg/20 g BB mencit; 
PIII; 4.8 mg/20 g BB menci; dan PIV; 9.6 mg/20 
g BB mencit. 
Pemeriksaan jumlah sel osteoblas pada 
tulang trabekular vertebra dan femur mencit 
menggunakan metode histomorfometri. 
Preparat histologi yang didapat selanjutnya 
dilakukan pengecatan dengan HE. Metode 
histomorfometri sangat efektif untuk 
mendapatkan hasil pemeriksaan bagian 
jaringan  yang lebih lengkap [23]. Mikroskop 
cahaya Olympus digunakan untuk pengamatan 
dan dengan bantuan software optilab. Grafik 
jumlah sel osteoblas hasil pengamatan pada 
tulang trabekular vertebra dan femur mencit 
dapat dilihat pada Gambar 2. 
Hasil pengamatan didapatkan data 
kelompok kontrol positif dan kelompok 
perlakuan mampu meningkatkan jumlah sel 
osteoblas pada tulang trabekular femur dan 
vertebra lebih banyak daripada kontrol negatif. 
Sehingga ekstrak etanol 96% daun M. crenata 
Presl. dan kontrol positif yang diberikan sebagai 
perlakuan berperan dalam peningkatan jumlah 
sel osteoblas mencit osteoporosis pada tulang 
trabekular vertebra dan femur.  
Data jumlah sel osteoblas yang diperoleh 
dari perhitungan menggunakan mikroskop 
kemudian diolah dan dianalisis menggunakan 
metode one way ANOVA. Data uji normalitas dan 
homogenitas didapatkan p-value >0,05 dari 
keenam kelompok perlakuan, sehingga data 
semua kelompok perlakuan terdistribusi 
normal dan homogen. Data uji one way ANOVA 
didapatkan p-value 0,000 (<0,05), sehingga 
terdapat perbedaan yang signifikan antara 
jumlah sel osteoblas tulang trabekular femur 
dan vertebra tiap kelompok. Data uji Least 
Significant Difference (LSD) menunjukkan 
perbedaan signifikan antara kelompok 
perlakuan dan keempat kelompok dosis. 
Berdasarkan data pengujian LSD, 
kelompok PI menunjukkan adanya efek 
farmakologis dalam meningkatkan jumlah sel 
osteoblas dalam tulang trabekular femur tetapi 
tidak memberikan efek farmakologis pada 
tulang trabekular vertebra. Sedangkan 
kelompok PII, PIII dan PIV ada peningkatan 
jumlah sel osteoblas pada tulang trabekular 
vertebra dan femur pada mencit. Kelompok PIV 
diketahui mampu meningkatkan jumlah sel 
osteoblas tulang trabekular femur yang paling 
tinggi dengan jumlah nilai rerata sel osteoblas 
pada mencit sebesar 224,60 dan pada 
pengukuran trabekular vertebra sebesar 
540,11. Hasil perhitungan effective dose (ED50) 
dari ekstrak etanol 96% daun M. crenata Presl. 
yang berperan dalam peningkatan jumlah sel 
osteoblas yaitu 2,878 mg pada tulang trabekular 
vertebra mencit serta 1,908 mg pada tulang 
trabekular femur mencit. 
Alendronat mampu mengurangi produksi 
dari proton dan enzim lisosomal pada sel 
osteoklas sehingga mampu mengikat mineral 
pada tulang serta menghambat diferensiasi 
osteoklas [24,25]. Pada penelitian ini, ekstrak 
etanol 96% daun M. crenata Presl. diketahui 
memberikan peningkatan jumlah sel osteoblas 
yang lebih tinggi daripada alendronat. Diduga 
adanya kandungan fitoestrogen dalam ekstrak 
etanol 96% daun M. crenata Presl. memiliki 
peran menggantikan estrogen dalam ikatannya 
reseptor estrogen. Sehingga dapat mencegah 
resorpsi tulang serta meningkatkan 
mineralisasi tulang dan meningkatkan proses 
pembentukan tulang. Testosteron adalah 
hormon androgen yang ditemukan pada laki-
laki yang merupakan hasil metabolisme enzim 
sitokrom P450 yang berperan sebagai 
prekursor estrogen, sehingga defisiensi 
testosteron sebanding dengan defisiensi 
estrogen [26]. Mekanisme alendronat diketahui 
dapat meningkatkan mineral pada tulang serta 
menghambat diferensiasi dari sel osteoklas 
yang menyebabkan resorpsi tulang, sedangkan 
fitoestrogen memiliki kemampuan dalam 
mengikat mineral pada tulang, menghambat 
diferensiasi sel osteoklas, serta meningkatakan 
jumlah sel osteoblas sehingga pembentukan 
tulang juga meningkat. 
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4 Kesimpulan 
Ekstrak etanol 96% daun M. crenata Presl. 
dosis 9,6 mg/20 g BB mencit berperan secara 
optimal dalam peningkatan jumlah sel osteoblas 
pada tulang trabekular femur dan vertebra 
mencit jantan. Nilai ED50 ekstrak etanol 96% 
daun M. crenata Presl. yang diperoleh yaitu 
1,908 mg pada peningkatan jumlah sel 
osteoblas tulang trabekular femur mencit serta 
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